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reported in Figure 5.34. The TCDD seems to remain mostly outside of the catalytic site, probably 
because is too big for the allowable space of the binding pocket, and maybe because of the repulsion 
between Asp206 and chloride atoms. Usually, steric hindrance and high redox potential negatively 
affect laccase oxidation rates [168].  
Starting from computational docking results and available information on the enzyme catalysis, some 
mutations were selected for heterologous expression in P. pastoris. Mainly, two different kinds of 
mutations were realized: the first one, aiming to an enlargement of the binding pocket, and the other 
to change the electrostatic interactions. In the former group the bulky Phe162, Leu164 and Phe332 
were mutated to the smaller but still hydrophobic Ala. This strategy was effectively applied to change 
the metabolization capability of a P450 enzyme: Sakaki et al. [221] obtained a rat CYP1A1 able to 
degrade TCDD, only by substituting a phenylalanine with a smaller alanine (F240A). At the same time, 
Leu164 was changed to Ala because, during computational docking simulations, the long side chain 
of leucin tends to bend toward the inside of the binding pocket, reducing the substrate accessibility. 
A  similar  effect  was  recorded  for  laccases  from  the  Ascomycetes  Podospora  anserina  [222], 
Neurospora crassa [223], Melanocarpus albomyces [224] and Myceliophthora thermophila [225, 226, 
227]. In these cases, the C‐terminal tail of the protein forms a plug obstructing the T2/T3 channel, 
and reducing oxidation ability of the enzyme.  
In the second group the negatively charged Asp206 was changed in Asn, as summarized in Figure 
5.35. F265A and F337A mutations were avoided because of previously made tests that showed the 
detrimental effect of these substitutions [169, 228].  
 
 
          
Figure 5.35: Prediction of enzyme‐substrate interaction between WT laccase (1KYA) and TCDD.  
The sequence alignment of the binding sites of fungal, bacterial and plants laccases (Figure 5.36) 
showed that the aspartate residue is well conserved in fungal laccases from basidiomycetes, while an 
asparagine is found in plants laccases. The Asp, as already said, is important to stabilize the cation 
intermediate formed during the oxidation of phenolic substrates, and it was changed with a positive 
one to evaluate the effect of this substitution. This residue in bacteria is substituted with an alanine.  
 
 
Figure 5.36: Sequence alignment of WT laccase (1KYA) and fungal, bacteria and plants consensus.   
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energy. By means of example, TCDD and PCP are more affine to M5 binding pocket, while BPA and 
fluoranthene are more affine to M6 binding pocket, if compared with other outcomes.  
These results showed that the rational design of the laccase binding site have been virtually validated 
by  means  of  docking  simulations.  Unfortunately,  the  success  rate  of  the  docking  algorithms 
decreases as the ligand flexibility increases (e.g. increasing the number of possible conformations) 
[182], and many pollutants, such as dioxins, furans ad the most toxic PCB are coplanar and poorly 
flexible. The bioinformatics that build up the docking software declared that during tests the binding 
modes  proposed  by  the  algorithm  are  within  2  Å  root  mean  square  deviations  (RMSD)  to  the 
experimental binding modes of crystal structures [182]. Furthermore, docking simulations are based 
on  models  and  algorithms,  and  obviously  must  be  validated  with  experimental  data.  For  these 
reasons, and to demonstrate the possible industrial production of the enzyme, the selected enzymes 
have been produced and purified in a heterologous expression system.  
As  usual  with  any  expression  system,  optimal  expression  conditions  are  dependent  on  the 
characteristics of the protein being expressed [186] and must be investigated to obtain acceptable 
amount of pure protein. Some tests were set up to find the most suitable expression conditions. An 
introduction to protein expression in P. pastoris is reported in annex B.  
Optimization of P. pastoris culture conditions for protein expression 
Protein expression was initially tested in P. pastoris GS115, using the pPICZαA vectors carrying the 
laccase genes. This strain is His
‐ and is usually used with vectors that complement this deficiency by 
carrying the functional gene (his4) necessary for the correct metabolism and growth of the strain on 
minimal media [186, 229]. Although usually 50 mg/L of a certain aminoacid is enough to sustain the 
growth  of  yeast  cells  [230], by  using  the  pPICZαA  vectors  it  wasn’t  possible  to  grow  the  GS115 
transformants in MM, BMM, or BMGH supplemented with 0.04, 0.2 and 0.4 g/L histidine. P. pastoris 
GS115 transformants were able to grow only on YPDS or BMGY plates. For this reason the protein 
expression was tested in P. pastoris X33.  
Preliminary experiments with agar plates confirmed that P. pastoris is a suitable heterologous host 
for expressing T. versicolor Lccβ and that the enzyme is secreted in an active form. P. pastoris X33 
transformants  formed  a  green  coloured  halo  on  MM/Cu/ABTS  agar  plates,  differently  from  non 
transformed yeast, or yeast transformed with the empty pPICZαA vector: this clearly indicate that 
secreted laccase was responsible for the oxidation of ABTS in the medium.  
Once the transformants were selected, the optimization of culture conditions for protein expression 
was necessary to achieve high yields of active enzyme. P. pastoris that had been stably transformed 
with the wild type T. versicolor Lccβ under control of the heterologous alcohol oxidase 1 (AOX1) 
promoter was cultured in small flask cultures (250 mL). The transformant with the highest laccase‐
secreting ability (WT) was selected for these preliminary tests. Controls with wild type X33 strain 
were also included in experiments using liquid cultures.  
As  reported  by  other  studies  [169,  231],  an  adequate  amount  of  copper  is  required  for  laccase 
expression.  The  first  step  was  the  evaluation  of  different  concentration  of  CuSO4:  during  the 
induction phase, cultures with 0, 0.3 and 0.5 mM of CuSO4 were set up in BMM medium and cultured 
at 30°C. At the end of the test (72 hours of induction) the enzymatic activity of the supernatants 
were evaluated: the higher activity was shown by the culture supplemented with 0.3mM of CuSO4 
with a specific activity of 6.49 UI/L, in comparison with 3.49 UI/L and 5.37 UI/L of cultures containing 
0 and 0.5 mM of copper, respectively. No laccase activity was detected in Pichia cultures with empty 
pPICZαA vector.  
This result confirms the Cu
2+ requirement during laccase production. It is reasonable that copper ions 
in the growth medium did not influence the degree of protein synthesis, but the enzyme activity as 77 
 
suggested by O’Callaghan and co‐workers [232]. However, the biomass concentration of cultures 
decreased slightly as the copper concentration increased (data not shown), as previously reported by 
Hong and co‐workers [233], especially if CuSO4 was already added during the preculture phase, a 30‐
35 % decrease of biomass was obtained. For this reason, the copper was omitted in the preculture 
medium, differently from other reported tests [156, 233, 234].  
Evaluation of a buffered (BMM) and an unbuffered (MM) culture medium  
The control of pH during fermentation can be a relevant strategy to ensure high level of expression, 
mainly if the protein is secreted into the broth. Many effects have been related to the control of this 
variable: chiefly the influence of pH on protein activity and stability, or the detrimental effect of 
protease.  
For the expression in Pichia, two culture media are recommended by the Invitrogen Guidelines [189]: 
an unbuffered medium (MM), and a buffered one (BMM). The latter is indicated if pH is important 
for protein activity, and a wide range of pH values could be tested in case of low level of expression. 
The MM medium is helpful to check if the protein is susceptible to neutral pH proteases: the pH in an 
unbuffered  medium  rapidly  drops  to  3.0  or  below,  inactivating  neutral  pH  proteases  [235],  but 
without effects on biomass growth. To study the effect of pH on laccase expression, we incubated 
the WT transformant at 30 °C in a BMM (pH 6.0) and in MM media containing 0.3 mM CuSO4, and the 
activity of culture supernatants was daily assayed. In Figure 5.38 the activity of supernatant samples 
during the induction phase is reported.  
 
 
Figure 5.38: Laccase activity of supernatants of cultures conducted in BMM and MM media.  
No laccase activity was detected in the culture medium before induction with methanol, whereas 12 
hours  after  the  induction  with  0.5  %  (v/v)  methanol,  laccase  activity  could  be  detected  in  the 
medium. A higher activity was determined in flasks cultured in BMM medium in comparison with the 
ones in which MM was used: the activity was almost double after 48 hours. The pH at this time‐point 
was near to 6.0 in the BMM medium, while it was in the acidic range in the MM medium. This result 
agrees  with  other  outcomes:  Guo  and  collaborators  reported  that  the  optimal  pH  for  laccase 
production was pH 6.5, while very little laccase activity was produced at pHs 4.0, 4.5 and 5.0 [236]. 
This effect should be due to the presence of proteolytic activity, higher at pH 5.0 than at pH 6.5 
[234]. Kobayashi et al. also declared higher proteolytic activity at pH 4.3 than pH 5.9 [237]: probably 78 
 
most of the proteases released by P. pastoris have acidic optimum value. Another way of obtaining a 
higher laccase production seems to be the presence of 0.6% (w/v) alanine: this phenomenon was 
highlighted for the first time by O’ Callaghan [232], and confirmed by other papers [156, 233, 238]. 
The positive effect of alanine seems to be one more time the control of pH: in these tests with 
alanine pH remained constant for more than 7 days [232]. Furthermore, sorbitol and alanine were 
regarded as non‐repressing carbon sources [239].  
At the end of the test the whole cultures (MM and BMM) were centrifuged and the enzyme was 
partially  purified  by  a  single  Hi‐trap  step.  The  activity  of  the  fractions  of  the  two  purifications 
revealed higher values in the purified BMM laccase (26.65 UI/L, 0.23 UI/mg), in comparison with 
values obtained from the MM culture (16.5 UI/L, 0.17 UI/mg).  
From  these  results  it  was  clear  that  a  higher  yield  of  active  enzyme  is  obtained  by  means  of  a 
buffered medium (BMM), compared to the unbuffered one (MM). For this reason the following tests 
were performed in BMM medium.  
Determination of the optimal downstream time 
Once the culture medium was chosen, the optimal time point for downstream was investigated with 
the WT transformant. The culture supernatants were assayed daily for 96 hours, and results are 
reported in Figure 5.39.  
 
 
Figure 5.39: Laccase activity of supernatants of cultures conducted in BMM.  
The plot reported shows that the higher activity in these flask tests was around 72‐84 hours after 
induction  (between  the  third  and  fourth  day).  Other  flask  tests  led  to  similar  results:  Guo  and 
collaborators  [231]  observed  a  maximum  enzyme  yield  at  the  fifth  day,  over  a  seven‐day 
fermentation. Higher yields were obtained by other authors in flask test after 13 days [156, 233, 
234]: in these trials 0.6 % (w/v) alanine was added to support growth and increasing the level of 
expression. Kobayashi et al. [237] reported that the nitrogen starvation seems related to an augment 
of protease activity and a reduced amount of protein (human serum albumin, rHSA), restored by 
increasing  the  initial  concentration  of  ammonia  and  phosphoric  acid.  It  is  reasonable  that  the 
nitrogen concentration could promote the expression of the protein, not only by supporting growth 
and  reducing  the  release  of  protease  in  the  culture  media,  but  also  by  sustaining  the  protein 
synthesis. Both hypotheses are supported by the increased protein expression achieved by including 
casamino acids or alanine to the culture media [240].  79 
 
In these initial expression experiments it was not possible to see a band on a Coomassie‐stained gel. 
Usually, it is essential that by the time of expression studies, one or more sensitive assays for the 
detection of the protein of interest is ready to use. Good assays based on enzyme activity or on 
epitope  recognition  facilitate  strain  development  and  protein  expression  [230].  Furthermore, 
secreted proteins increase in the medium much more slowly than intracellular ones, and require at 
least two days to reach acceptable levels [230].  
For these reasons, laccase fermentation time‐points were loaded on two SDS‐PAGE gels: one was 
coloured with the laccase substrate ABTS (zymogram), whereas the other was used to perform a 
westernblot analysis. The results are shown in Figure 5.40.  
 
 
Figure 5.40: Zymogram (A) and westernblot (B) of time‐points (X33: non transformed control; L: cell lysate).  
The zymogram (Fig 5.40 A) shows that a more intense and bigger greenish halo was formed during 
the time course of the test. The halos, ranging between 55 and 250 kDa, tend to be more stretched 
after 48 hours of fermentation, and centred in the lower part of the smear, corresponding to lower 
molecular weight. The same kind of pattern is reported in the westernblot (Fig 5.40 B). Furthermore, 
after 48 hours a band corresponding to about 30 kDa appeared and seems to be present in each 
following time‐point, but not visible in the zymogram, most likely because it corresponds to a not 
active enzyme. This band could be degraded protein that still contain the His‐tag, and is recognized 
by the specific antibody during membrane hybridization, but is not able to metabolize the substrate 
ABTS because relevant parts of the enzyme (e.g. the binding site) are missing. Moreover, this band 
was  not  detectable  in  the  non  transformed  wild  type  control  (X33)  grown  in  BMM,  or  in  the 
sonicated cell pellet (L), sustaining the degradation hypothesis. Instead, a band with an approximate 
weight of 63 kDa was detected in the sonicated cell pellet. This band probably corresponds to the 
non glycosylated protein that is still inside the cell and that is still linked to the signal peptide (the 80 
 
αMF). The band is not really intense, if compared to the smear, and this means that the secretion of 
the protein is quite good, not affecting the enzyme yield.  
The smears on the gels were created by the variable amount of glycosylation: is known that the 
number  of  added  sugar  units  is  quite  random,  and  generate  a  pool  of  protein  with  different 
molecular weights, usually hyper‐glycosylated [241].  
This  analysis  shows  that  the  protein  is  produced,  variously  glycosylated,  properly  secreted  and 
accumulated in the culture medium. No activity was observed for X33 control cells. Unfortunately, 
proteolytic degradation was seen after 48 hours, affecting yield and compromise protein quality. This 
effect could be reduced by lowering the temperature during fermentation [231], and this was further 
investigated.  
Evaluation of the temperature on the laccase expression 
The same transformant (WT) was also used to study the effect of temperature on laccase expression. 
The production of protein in yeast, and particularly of active enzyme, seems to be favoured by lower 
cultivation  temperatures  [231,  234].  It  has  been  previously  reported  that  a  lower  cultivation 
temperature improves the production of heterologous protein in E. coli systems, which has been 
attributed  to  aggregation  problems  at  higher  temperatures  [242]]:  lowering  the  cultivation 
temperature is habitually used for raising the amount of properly folded protein. Also Cassland and 
Jönsson  [243]  reported  the  improvement  of  T.  versicolor  laccase  expression  in  S.  cerevisiae  by 
lowering the temperature.  
Cultures were first grown at 30 °C in BMGY medium (preculture phase) and then the same amount of 
biomass  from  the  preculture  was  transferred  to  BMM  medium  containing  0.3  mM  CuSO4  and 
cultured at 20, and 28 °C. The activity of samples was daily evaluated and the obtained values are 
reported in Figure 5.41.  
 
 
Figure 5.41: Laccase activity of supernatants of cultures conducted at 20 and 28 °C.  
During the whole tests the determined activity was almost double for the flask maintained at 20 °C in 
comparison with the one kept at 28 °C, but a slower growth was recorded for the former flask (data 
not shown). The protein content was very similar in both conditions, but the cultures kept at 20 °C 
provided  about  two  fold  activity  than  those  kept  at  28  °C.  Therefore,  it  can  be  concluded  that 
cultivation at 28 °C was more beneficial for the growth of the yeast cells than cultivation at 20 °C, but 81 
 
not for obtaining high laccase activity: the laccase activity was improved by decreased cultivation 
temperature, particularly the specific activity. Similar results were previously achieved by Hong and 
co‐workers [234]. The lower temperature could be favourable because of a greater folding stability 
[234], a reduced protein degradation [229], a lesser protease activity, or a combination of these 
effects. Hong et al. observed on SDS‐PAGE lower molecular weight protein bands in the culture 
medium at 28 °C than at 20 °C, probably due to protein degradation of higher molecular weight 
protein  [234].  This  confirms  the  previously  mentioned  hypothesis  of  protein  degradation.  A 
zymogram analysis was also performed loading on a gel the time‐points of these cultures maintained 
at 20 and 28 °C. The result is reported in Figure 5.42.  
 
 
Figure 5.42: Zymogram of time‐points related to cultures kept at 20 and 28 °C (X33: non transformed WT; LS: 
commercial T. versicolor laccase from Sigma Aldrich).  
The zymogram shows that the activity halos were higher for samples taken from cultures maintained 
at 20 °C in comparison with the one at 28 °C. No activity was detected in the control X33 wild type, 
while was visible for the positive control (commercial T. versicolor laccase from Sigma Aldrich).  
This  test  clearly  showed  that  higher  activity  is  obtained  if  the  culture  is  maintained  at  20  °C  in 
comparison with the other at 28 °C. For the next tests the temperature was kept at 20 °C.  
Evaluation of different induction strategies (see annex B) 
The heterologous expression in P. pastoris through the AOX1 promoter requires that glycerol used 
during  the  preculture  phase  is  replaced  with  methanol  0.5  %  (v/v).  The  Invitrogen  Guidelines 
recommend to induce the protein expression by adding methanol to 1 % (v/v) every day for Mut
S 
strains [244, 245] and up to 3 % (v/v) for Mut
+ [244], without any negative effect [189]. Different 
papers showed that methanol could negatively affect the production of active heterologous laccase 
[234, 236]: the results showed that 0.5 % (v/v) methanol was much better for producing active 
laccase than 1.0 % (v/v).  
In Figure 5.43 the activity of cultures fed daily with different methanol concentration is reported. 
Variation of methanol concentration between 0.5 and 2.0 % (v/v) caused minor differences in cell 
growth than in laccase activity. The yeast was not inhibited by the used concentration and at the end 
of the test (96 hours), the laccase activity were 13.76, 11.82 and 10.72 for 0.5, 1.0 and 2.0 % (v/v), 
respectively. At the end of the test the whole cultures were centrifuged and the enzyme was partially 
purified by a single Hi‐trap step. The activity (UI/L) and specific activity (UI/mg) of the eluted fractions 
revealed the following values for the three methanol feeding strategies: 0.5 % (v/v) (68.75 UI/L, 0.24 82 
 
UI/mg), 1.0 % (v/v) (62.2 UI/L, 0.28 UI/mg) 2.0 % (v/v) (44.0 UI/L, 0.22 UI/mg). The higher purified 
laccase activity value was achieved by the culture fed with 0.5 % (v/v) methanol, in comparison with 
the other values obtained.  
 
 
Figure 5.43: Laccase activity in supernatants of cultures fed with 0.5‐2.0 % (v/v) of methanol.  
Hong and colleagues [234] stated that the methanol accumulate gradually after 1 day when the 
concentration  was  1.0  %  (v/v)  or  higher.  High  methanol  concentrations  seem  to  be  toxic  to  P. 
pastoris because of the generation of formaldehyde and hydrogen peroxide inside the cells [244, 
246]. Hence, an accurate regulation of methanol concentration in P. pastoris cultures is mandatory 
not only to regulate the gene expression, but also to prevent the raise of methanol to levels that are 
toxic to the cells: a fed‐batch strategy is frequently used to obtain high cell densities while keeping a 
low  level  of  methanol.  Several  other  complex  feeding  schemes  were  developed  by  using  the 
dissolved  oxygen  spike  method,  with  several  drawbacks  [247].  Alternatively,  it  is  possible  to 
analytically monitor the methanol concentration using HPLC or GC, but with higher costs and tricky 
on‐line implementation, or to use methanol sensor systems [234].  
The methanol concentration is hardly controlled in flask cultures, but for the following tests the 
methanol concentration was kept at 0.5 % (v/v) by daily feed of pure sterile methanol.  
This  test  was  the  last  one  presented  among  preliminary  tests  set  up  to  find  the  proper  culture 
conditions  for  heterologous  laccase  expression.  The  optimal  copper  concentration  required  for 
expression was found to be 0.3 mM CuSO4. At the same time, the buffered BMM culture medium led 
to higher activity and the maximum value was obtained after 84‐96 hours of methanol induction.  
The culture temperature revealed a marked effect on the production of active heterologous laccase. 
The  mechanisms  behind  this  temperature  effect  on  the  laccase  expression  and  activity  may  be 
ascribed to release of more proteases from dead cells, poor stability, and folding problems at higher 
temperature (28 °C), in comparison with expression tests conducted at 20 °C. Finally, at 20 °C a daily 
methanol feed of 0.5 % (v/v) was found to be the best induction strategy for laccase expression in 
flask cultures.  
Purification optimization 
A  purification  protocol  was  evaluated  and  improved  during  these  preliminary  tests  for  the 
optimization of the heterologous expression of the WT laccase. The ‘expression cassette’ integrated  
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Figure 5.45: Zymogram of Hi‐trap eluted fractions (An°; FT: flow‐through; FTw: flow‐through wash) related to 
cultures kept at 20 and 28 °C.  
The zymogram shows that a more intense and bigger greenish halo was formed in Hi‐trap fractions 
related to the culture maintained at 20 °C in comparison with the other ones correlated to the 
culture kept at 28 °C. A higher laccase activity was recorded in the flow‐through during the washing 
step of culture at 28 °C (FTw1 and FTw2), and was probably related to a minor stability of the protein, 
or to its partial degradation. In fact, if the His‐tag is lost only aspecific binding occur between the 
protein and the stationary phase of the column. Subsequently, the fraction corresponding to the 
highest activity (A6, Hi‐trap 20 °C) was loaded on a size‐exclusion column, to assess the molecular 
weight of the protein. Three main peaks were present on the chromatogram, but the activity of the 
fractions revealed that the active laccase was present only in the middle peak, centred at 12.5 mL 
(elution volume) and corresponding to a molecular weight ranging between 70 and 100 kDa. The 
other two peaks could be aggregated protein (first peak), and/or larger and thinner proteins present 
in the sample.  
Mutants expression and purification 
Once the optimal conditions for flask cultures and laccase purification were established, the laccase 
mutants  were  expressed  for  subsequent  biochemical  characterizations.  The  transformants  were 
selected on MM/Cu/ABTS agar plates: the green halos were less intense and dark increasing the 
number of mutated residues (Figure 5.46).  
 
 
Figure 5.46: Transformants selection on MM/Cu/ABTS agar plates.  
It was reported  that yeast transformed with the  cDNA of isoform 4 of T.  versicolor  consistently 
produced green zones more rapidly (within 24 h) than those transformed with the cDNA of isoform 1, 85 
 
suggesting that the former was secreted more efficiently than the latter, and/or was more efficient in 
oxidizing ABTS [248]. This means that a rough estimation of differences in the activity of mutated 
laccases can be made from the halos on MM/Cu/ABTS agar plates and from the time they appeared.  
 
 
Figure 5.47: Hi‐trap chromatograms of M1 mutant purification.  
 
Figure 5.48: Size‐exclusion chromatograms of M1 mutant purification.  
Mut
+ transformants were cultured showing that growth curves of yeast expressing wild type and 
mutated laccases did not differ significantly (data not shown), then, the enzymes were recollected 86 
 
from supernatants. During the following purifications the buffer B (washing step) was changed and 
the NaCl concentration was adjusted to 200 mM, instead of 150 mM. This reduced the leakage of the 
His‐tagged  protein  from  the  column  during  the  washing  step.  The  salt  concentration  was  also 
increased in the loading buffer (buffer A) to 1 M NaCl, to avoid leakage of the protein during the 
loading step, too. These tricks improved the level and quality of pure laccase, as is possible to see in 
Figure 5.47, representative of this better purification. In this purification the activity before and after 
the Hi‐trap column were 5.7 and 166.4 UI/L, respectively, with a corresponding activity in the flow‐
through of 0.07 UI/L. The Hi‐trap fraction with the highest laccase activity (A3) was concentrated and 
charged on a size exclusion column. In Figure 5.48 the chromatogram is reported.  
Four peaks are visible in the chromatogram (A, B, C, D). The laccase activity was determined for each 
eluted  fractions,  and  the  purified  laccase  was  present  in  the  peak  centred  at  12.5  mL  (C), 
corresponding to a molecular weight of about 100 kDa, and with an activity of 336 UI/L, and a 
specific activity of 1.7 UI/mg. A similar purification was achieved with mutated laccase isoforms.  
The P. pastoris system of protein expression is usually able to produce 1‐5 g/L of pure protein if 
properly optimized [189]. This yeast secrete very low levels of native proteins in the culture media 
[249], and this means that secreted heterologous protein comprises the vast majority of the total 
protein in the medium [250]. The concentration of protein secreted in the culture medium in this 
study was only 0.1‐0.2 g/L, corresponding to a medium level of expression if compared to other 
reports [251, 252]. This level of expression and the overall purified laccase quality were probably 
affected by flask culture conditions. One of the most important parameter, not investigated in flask 
culture, is aeration, that is critical during the methanol induction [189]. The maximum agitation of 
the shaker was used, in combination with baffled flasks, but probably it was not enough to maintain 
a proper dissolved oxygen concentration of the culture medium that should be over 20 % [189].  
Other issues almost certainly affected the expression. First of all, the laccase degradation by protease 
activity, or the incorrect cleavage of the secretory signal peptide (α‐mating factor) could have been 
detrimental for protein yield. Even if a large number of proteins, and also laccase enzyme (see annex 
B), was successfully expressed and secreted using the αMF signal, unsuccessful processing of this 
signal peptide may occur, reducing the protein yield. A lower specific activity (25 %) was obtained 
with the heterologous signal peptide (αMF) in comparison with the native signal peptide of the 
fungus [253]. Usually the αMF signal includes two Glu–Ala repeats at the junction between the signal 
peptide and the NH2‐terminus of the mature protein of interest. This sequence is needed for the 
cleavage  of  the  signal  peptide  from  the  rest  of  the  protein  because  is  recognized  by  the  KEX2 
protease, responsible of this modification. The proteolytic cleavage is enhanced if the sequence Glu‐
Lys‐Arg‐X (where X is Glu of Glu‐Ala repeats) is placed before. Aminoacid other than Glu can vary the 
efficiency of this system (e.g. proline inhibits KEX2 cleavage) [254]. Furthermore, the Glu‐Ala repeats 
are then cut by the STE13 protease, but the cleavage is not always efficient, and Glu‐Ala repeats are 
left on the N‐terminus of the expressed protein [189]. The additional NH2‐terminal residues may 
have also affected the activity of the recombinant enzyme: Guo and collaborators supposed also 
some interferences of the propeptide coded by the αMF with the folding of laccase [231]. Moreover, 
the molecular weight of the protein could have been erroneously determined by SDS‐PAGE or size‐
exclusion mainly because of glycosylations. The molecular mass of the recombinant laccase was 85 
kDa by SDS‐PAGE and 100 kDa for the native enzyme by size‐exclusion chromatography. The same 
values were found also by Brown and co‐workers: although the endogenous KEX2 protease of P. 
pastoris efficiently removed the αMF signal peptide, the STE13 sometimes failed to cleave the Glu‐
Ala repeats encoded by the pPIC9 vector, leading to retention of a tetrapeptide at the N‐terminus of 
the secreted enzyme [253]. The use of the αMF signal peptide added additional aminoacids, resulting 
in a 1.3 kDa increase of the molecular weight of recombinant laccase also in the paper of Hong [233]. 87 
 
Variable results have been reported in other studies comparing the S. cerevisiae αMF signal peptide 
to a native fungal signal peptide for directing secretion of recombinant laccase [253].  
The  laccase  production  described  in  the  current  study  could  probably  be  enhanced  by  further 
optimization of medium and culture conditions, especially by means of controlled conditions in a 
bioreactor  instead  of  using  shake‐flasks.  However,  the  main  objective  of  this  work  was  not  to 
maximize  protein  production  but  to  set  up  a  heterologous  expression  system  for  the  following 
protein engineering and rational design of the enzymatic binding site.  
Mutants preliminary characterization: evaluation of the specific activity toward phenolic and non 
phenolic compounds 
The recombinants and wild type laccases were purified and some characterizations were performed. 
First of all, the activity of laccase wild type and mutants was tested at different pH (3.0‐8.0) with a 
phenolic (2,6‐DMP) and a non phenolic compound (ABTS). The activity is a measure of the reactivity 
of the enzyme against a specific compound: the higher the activity, the higher the ability of the 
enzyme to metabolize the tested compound.  
Oxidation of ABTS and 2,6‐DMP proceeds presumably through different mechanisms as the oxidation 
of ABTS does not involve a proton transfer from the substrate, in contrast to the phenolic substrates. 
Recently, the oxidative reaction of 2,6‐DMP by Melanocarpus albomyces laccase has been disclosed 
by Kallio et al. [219]. They produced X‐ray structures of this laccase complexed with 2,6‐DMP, at 
different time after soaking the crystals in a substrate solution, observing two main reaction product: 
a monomeric 2,6‐dimethoxy‐p‐benzoquinone, and a C–O dimer of 2,6‐DMP. They also suggested that 
phenolic substrates release a proton and an electron when they are oxidized to radical products by 
the enzymatic action of a laccase. These radicals can then further react non‐enzymatically with other 
phenolic radicals or with smaller oxygen‐based radicals: 2,6‐dimethoxy‐benzoquinone was probably 
formed following the latter reaction, typical of aerobic conditions [255], whilst C–O 2,6‐DMP dimers 
were formed form through two oxidative couplings. In contrast to phenolic substrates, that form 
quinones or polymers, the ABTS oxidation proceeds in one step resulting in a blue‐green coloured 
radical cation (ABTS
•+) [256].  
The  activity  profiles  toward  ABTS  and  2,6‐DMP  are  reported  in  Figure  5.49.  Since  recombinant 
proteins have been only partially purified, the specific activities values (UI/mg) were estimated using 
the total protein concentration (mg/mL) of the analysed enzyme solution.  
Regarding ABTS activity, is possible to see in Figure 5.49 (A) that only a couple of mutants (M1 and 
M5) showed higher specific values in comparison with the WT laccase. By dividing the mutants in two 
groups, those with a larger binding site, and those with a mutated Asp206, distinctive trends are 
seen: the former group (M1, M3 and M5) has an activity profile more similar to that of the WT if 
compared with the second group (M2, M4 and M6), unless some differences at acidic pH. The WT, 
represented by filled star, has an optimal pH between 5.0 and 6.0, with a slight decrease of activity 
decreasing  pH  value.  On  the  contrary,  M1  (filled  square),  M5  (half  filled  square)  and  M3  (open 
square) have an optimal pH around 3.0 and the activity increases along with the drop of pH between 
3.0 and 6.0. Similar profiles have been found also by other authors [156, 233]. The specific activity 
toward ABTS dramatically drops for all these iso‐enzymes at pH higher than 6.0. The second group, 
M2 (filled circle) and M4 (open circle), has a different profile, that shows an higher activity at pH 3.0, 
but a faster decline of activity, that become very low at pH 6.0. The M6 mutant (half filled circle), 
instead, has a maximum at pH 5.0, but its activity is very low if compared to other enzymes (less than 
25 % activity if compared to WT).  88 
 
  
Figure 5.49: Enzymatic activity of WT and mutated laccases against ABTS (A) and 2,6‐DMP (B).  
In Figure 5.49 (B), the specific activity toward 2,6‐DMP is reported. The pH activity profiles on 2,6‐
DMP are very similar for WT and mutants. A bell‐shaped profile was observed, with a maximum at pH 
5.0. This maximum is higher than the one reported by Jolivalt et al. [245], or by Madzak et al. [257] 
for the same enzyme obtained in yeast Yarrowia lipolytica. A higher (almost double) specific activity 
was recorded for M1 (filled square), compared to other enzymatic isoforms, whereas WT (filled star) 
and M5 (half filled square) showed very similar values. A lower activity was observed for the other 
mutants, especially for those with a changed Asp206: M2 (filled circle) and M4 (open circle) showed 8 
times  lower  activity  against  2,6‐DMP  in  comparison  with  the  WT,  but  no  optimal  pH  shift  was 
recorded for these two mutants as previously reported by Madzak et al. [257]. Moreover, it seems 
that the bell‐shape profile is narrower than the one observed for the WT. Some differences were also 
found for M3 (open square) and M6 (half filled circle) that have a maximum at pH 6.0. At the same 
time, M6 showed a very low activity if compared to other enzymes, as reported above for ABTS. It is 
feasible that this mutant, the one that collect all the tested mutations, has the lower folding stability. 
In fact, it is known that the folding stability decreases by increasing the number of mutated residues.  
 
 
Figure 5.50: Enzymatic activity of WT and mutated laccases against ABTS and 2,6‐DMP at pH 5.0. The ABTS/2,6‐
DMP ratio is reported on top of the column bars.  89 
 
A comparison between the two substrates indicates that laccases have a higher reactivity against 
ABTS: the WT shows similar specific activity values, but in the reaction mixture a ten‐fold higher 2,6‐
DMP concentration was used. This result agrees with those of Jolivalt et al. [245], that determined 
ten‐fold higher KM values for 2,6‐DMP than for ABTS. According to these results, also Galli et al. [228] 
showed that the F332A mutant has lower activity for 2,6‐DMP, with a 10‐fold increase in KM in 
comparison with the WT.  
Moreover, all mutants, but especially those with a larger binding pocket, showed a further increase 
of activity toward ABTS in the same reaction conditions. By way of example, M1 has a specific activity 
of 10.2 UI/mg against ABTS, and of 7.0 UI/mg against 2,6‐DMP at pH 5.0 (Figure 5.50). At the same 
time,  by  calculating  the  activity  ratio  between  these  two  substrate  (ABTS/2,6‐DMP),  the  greater 
change in substrate specificity was registered by D206N mutants (M2, M4, M6).  
Based on these results, it seems like that the mutation of Asp206 influences not only the oxidation of 
phenolic compounds, as previously reported [219], but also the ABTS radical activation. Xu [258] 
supposed that the bell‐shaped activity‐pH profile typically shown by fungal laccases with phenolic 
substrates is a consequence of two opposite effects. The ascending part of the curve at acidic pH is 
caused  by  the  redox  potential  difference  between  the  reducing  substrate  and  the  T1  copper, 
favoured, for a phenolic substrate, by higher pH. The descending part is generated by the binding of 
a hydroxide anion to the copper in the T2/T3 centre of laccase, which inhibits the activity at higher 
pH, combined with a drop in the oxygen reduction potential as pH rises. It is reasonable that a similar 
phenomenon affected the oxidation of ABTS: probably, the inhibition at pH higher than 6.0 observed 
for each iso‐enzyme was due to a decreased oxygen reduction potential and to the binding of a 
hydroxide anion to T2 copper.  
 
  
Figure 5.51: Comparison between enzymatic activity of WT and mutated laccases against ABTS (A) and 2,6‐DMP 
(B) at pH 5.0, and binding free energy estimated during computational docking.  
The dimensions of 2,6‐DMP does not exceed the limiting dimensions of the binding pocket, and it 
was  not  expected  that  a  larger  catalytic  site  (Phe  to  Ala)  would  substantially  affect  the  enzyme 
activity for this substrate. At the same time, ABTS, that is quite larger than 2,6‐DMP, is bent and only 
partially buried inside the pocket in the X‐ray structure of CotA laccase [259], and some differences 
could be expected by changing the enzymatic active site. Furthermore, by comparing these results 
with the computational docking simulations performed and indicated in Table 5.6, some interesting 
considerations could be made. The specific activity agrees with the estimated binding free energy 
calculated  during  computational  docking,  although  the  algorithm  was  much  more  reliable  in 
evaluating the interactions of the non phenolic compound ABTS with laccase, than those calculated 90 
 
for 2,6‐DMP (Figure 5.51). At the same time, the software mainly evaluates the affinity between the 
two  chemical  structures,  and  was  not  able  to  assess  the  real  catalytic  activity.  Particularly,  the 
simulation  failed  to  model  the  behaviour  of  M6  mutant,  whose  folding  stability  was  probably 
affected by mutations. These results validate the synergic approach of rational design assisted by 
computational docking simulations.  
A  stability  test  was  performed  by  evaluating  the  residual  activity  of  laccase  samples  (WT  and 
mutants) kept at different temperatures (room temperature (RT), 4 and 20 °C) for 96 hours (Figure 
5.52).  
 
 
Figure 5.52: Laccase residual activity after incubation of enzyme at different temperatures.  
The plot in Figure 5.52 , representative of one enzyme isoform (M1), show that the enzyme is very 
stable, and each mutant, unless M6, retain almost 80 % of activity after 96 hours. Probably, M6 has 
not a high folding stability. Galli et al. [228] reported that the half‐life of F162A, F332A and double 
mutant (F162/F332) mutants are decreased to 37, 21 and 3 minutes, respectively, if compared to the 
wild type laccase.  
All mutants showed a reduced stability after incubation at 4 °C: actually, after the first incubation the 
enzymatic activity didn’t drop further. It could be that at lower temperatures the protein forms more 
aggregates than at 20 °C, or at room temperature. The protein stability of laccases is related to 
temperature, O2 concentration and enzyme concentration: these parameters can obviously affect the 
enzymatic activity, but also protein aggregation [260]. Frozen sample have been also evaluated, but a 
dramatic drop of enzymatic activity was recorded. The same effect was previously reported by Shleev 
et al. [260] for highly concentrated frozen sample of Trametes hirsute: after thawing, the activity was 
50% of the same sample left at room temperature for three hours. One possible explanation is that 
at temperatures below ‐18 °C, reversible autoreduction of the laccase T1 copper site occurs, reducing 
the catalytic activity of the enzyme [260]. These results confirm that the enzyme is more stable at 
room  temperature  (at  least  for  96  hours),  than  frozen,  or  kept  at  4  °C,  maybe  for  aggregation 
problems.  
Evaluation of the reactivity against PAH by means of decolourization assay 
One of the simplest and safer methods to evaluate the enzymatic activity toward aromatic pollutants 
involves  mostly  testing  laccase  breakdown  of  common  aromatic  dyes.  This  test  is  based  on  the 